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间接 免疫 荧光 鉴别 奶牛 胚胎 性 别 的 研究 * 
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摘要 ”本 实验 用 HY bey IER 6—7 ARETE. 用 起 数 排卵 法 
SG ARG, Stee 37 HOES H-Y 抗 血清 的 M2 培养 液 中 温 育 30 min A M2 培养 液 清洗 后 ， 在 合 
FITC-~ 荧 光标 记 的 羊 抗 鼠 IgG 二 抗 的 M2 PMA 30 min. BBM AA Nikon HERE SBR EH 
HKI HES) 故 胚 胎 有 特异 免疫 荧光 ， 判 作 雄 性 胚胎 ，16 枚 无 特异 免疫 荣光、， 判 作 肉 性 胚胎 ， 分 别 
点 57% Al 43%, ASARES RA SOWA MRA SPER (PD 0.25), ARETE 5 RURE 
BES 3 头 受 体 奶 牛 《每 头 移植 RIK). IRA AREAS 2 SAME OREH 
校 ， 另 一 头 移植 2 校 )。 移 植 后 两 信 月 时 检查 有 3 头 受 体 人 怀孕， 其 中 一 头 移 檀 有 荧光 凸 胎 的 受 体 返 情 移 
fH FEE HAAS 2 RRA A 4 kg). 


mat 7 i of 
关键 词 ，H-Y 抗 体 ，FITC- 免 疫 荧光 ， 性 别 鉴 别 ， 奶 和 胚胎 ， 上 胚胎 移植 a EH 


雄性 特异 抗原 最 初 为 Eichwald 和 Silmsers (1955) | 所 发 现 ， 这 一 抗原 属于 组 织 相 
容 性 抗原 (Histocompatibility antigen) 是 Y- 染 色 体 连锁 而 被 称 为 H-Y 抗原 
(Billingham 和 Silvers，1960)， 在 70 年 代 中 期 Kreo 和 Goldberg (1976) ， 首 次 证 实 
HY 抗原 在 雄性 胚胎 8- 细胞 期 开始 表达 ， 而 雌性 胚胎 则 否 。 从 而 为 应 用 H-Y 抗原 一 
抗体 的 免疫 学 技术 以 鉴别 胚胎 性 别 开 辟 了 新 途径 。 进 入 80 年 代 以 后 有 以 鼠 (Epstein 
等 ，1980; White 等 ，1983; Ustumi 等 ，1983，1991)、 羊 (Ustumi 等 ，1984; White 
等 ，1987) 、 猪 (White, 1987) Æ+ (White 等 ，1987; Wachtel, 1984, 1988; 
Booman 等 ，1988，1989) 等 ， 进 行 植 人 前 胚胎 的 性 别 鉴别 工作 。 其 结果 不 论 用 胚胎 性 
染色 体检 查验 证 或 移植 后 出 生 的 性 比 观 察 ， 鉴 别 的 准确 率 达 到 80% 一 97% 。 因 此 ， 免 
疫 法 鉴别 肚 胎 性 别 技术 被 认为 是 控制 后 代 性 别 具 有 应 用 前 景 的 技术 之 一 。 最 近 上 胚胎 性 别 
鉴别 又 出 现 了 YY 一 染色 体 特异 的 DNA 探 针 或 PCR 技术 ， 但 具体 方法 上 必须 对 每 一 个 
胚胎 用 显 微 操 作 切 下 部 分 细胞 ， 然 后 进行 分 子 杂 交 等 操作 ， 技 术 方法 繁琐 ， 因 此 对 大 规 
模 的 实际 应 用 尚 存 在 困难 ， 本 实验 则 采用 了 较为 简便 的 免疫 性 控 法 ， 对 奶牛 进行 了 试 
验 . 


* 国家 自然 科学 基金 和 国家 “863 "生物 技术 领域 资助 项 目 。 
素 文 1992 人 第 5 月 30 日 收 到 ， 同 年 9 月 17 AE, 


i 


3 期 l EAS: (PEAR RE RG a A EDR A 247 


材 料 与 方法 


抗体 制备 ”HY 抗体 用 自 交 纯 系 的 BN ARA CoBL/ 6J RAHA., KERAY 
皮肤 植 人 免疫 法 ， 具 体操 作 如 下 : 

首先 将 辣 品 系 雄 鼠 背 部 去 毛 、 消 毒 ， 取 下 1 cm’ 的 皮 块 ， 在 含 抗菌 素 的 PBS PR 
3 次 ， 然 后 前 成 细 条 (小 于 1 mm 植 人 免疫 母 鼠 脾 内 前 ， 装 人 11 号 注射 针头 的 针管 
内 ， 对 大 鼠 植 人 每 管 装 3 mm ， 对 小 鼠 每 管 装 2 mm’ HARKER, HRE 
比 妥 销 麻 醇 ， 左 胁 下 部 皮肤 去 毛 消 毒 ， 作 一 长 1 cm 的 切口 ， 用 眼科 角 轻 拉 出 脾脏 ， 把 
事先 装 有 峻 皮条 的 注射 针 刺 人 脾 内 ， 用 一 不 锈 钢 经 把 管内 的 皮条 推 人 脾 内 ， 拨 出 针头 ， 
体 壁 切口 用 丝线 继 合 ， 免 疫 手术 即 完 成 。 免 疫 后 第 3 一 4 周期 间 ， 从 免疫 内 和 鼠 有 眼眶 放 
血 ， 制 备 抗 血清 ， 抗 血清 分 装 后 在 56 C RIL 30 min。 通 过 ELISA RM, Mik 
O. D. 值 比 对 照 高 2 倍 以 上 的 抗 血清 ， 保 存 于 一 各 CORFE. 

奶牛 且 胎 的 收集 ”提供 胚胎 的 黑白 花 奶 牛 在 性 周期 第 9% 一 13 d, H FSH (美国 产 
w) 总 剂量 36 mg， 按 递减 处 理 法 《陈云 礁 等 ，1991)， 进 行 超 排 处 理 。 人 工 授精 后 第 
6—7 d, ASF FREA SLE Ave KAA. REARS PBI Bt 3 次 后 移 人 M2 接 养 液 ， 
GBT 38 CA 5%CO, 和 空气 湿润 的 培养 箱 中 备用 。 

胚胎 免疫 荧光 鉴别 性 别 “_H-Y 抗 血清 先 用 母 奶牛 新 鲜血 分 离 的 血细胞 〔 含 白 细 
E) 1:1 (W/V) Yd. BFO CF40 min， 以 吸收 非特 异 的 杂 抗 体 ， 离 心 去 细胞 
后 备用 。 





+ 





图 | RGA) H-Y 抗 林 和 FITC- 标 记 的 羊 抗 图 2 ARER EBH RH + 


鼠 IgG 处 理 后 的 荧光 图 象 fa (HE AE 
Fig. ] The fluorescence pattern of bovine embryos - Fig. 2 A female calf born after the embryo with 
treated with H-Y antibodies and FITC— negative fluorescence was tranferred 
labeled goat anti-mouse IgG to recipient cow 


HERBAS M2 培养 液 的 玻璃 八 孔 板 中 洗 2 次 ， 胚 胎 存 留 于 50u M2 培养 液 ， 
加 入 10 pi H-Y 抗 血 清 ， 放 人 38 忆 ，5%CO, 和 湿润 空气 的 培养 箱 温 育 30 min。 后 用 
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M2 培养 液 洗 Stk, ARABS HMMS, MAEA FITC- Eme FER IgG 
的 M2 培养 液 (1: 10 倍 稀释 ) 中 ， 放 上 述 培养 箱 义 温 育 30 min. H M2 培养 液 洗 5 
次 ， 去 除 不 结合 的 荧光 抗体 。 胚 胎 在 含 M2 培养 液 的 凹 片 中 ， 置 Nikon TMD-2 倒置 
荧光 显微镜 下 (激发 滤 片 470 一 490。 阻 当 滤 片 BA520 二 色 镜 DM510)， 鉴 别 胚胎 有 无 
荧光 ， 有 荧光 的 羯 为 雄性 及 胎 ， 无 荧光 的 则 判 为 典 性 胚胎 。 

胚胎 移植 ” 选 与 胚胎 供 体 同 时 发 情 的 奶牛 作 受 体 。 经 监 别 性 别 的 胚胎 装 人 0.25 ml 
细 管 。 每 管 装 1 或 2 枚 胚胎 ， 非 外 科 手 术 法 把 胚胎 移 人 卵 偶 有 黄体 一 侧 的 子宫 角 。 


结 果 与 讨论 


本 实验 共 选 用 37 校 质 量 好 的 早期 训 胚 和 训 肛 进行 了 免疫 荧光 法 性 别 鉴别 。 LEAR 
胎 上 的 荧光 强度 对 比 {图 1)，21 板 有 特异 性 荧光 胚胎 判 为 雄性 。16 枚 无 特异 性 荧光 胚 
胎 判 为 峻 性 ， 分 别 占 鉴 别 胚胎 总 数 的 3S7% 和 43%。 这 一 结果 与 奶牛 自然 出 生 的 公 苹 特 
BH 50% 的 性 比 没有 显著 的 差别 (P > 0.250)}， 因 此 ， 本 鉴别 结果 是 基本 正确 的 . 

White 等 用 奶牛 、 羊 和 猪 司 的 几 批 免疫 荧光 法 鉴别 胚胎 性 别 的 实验 ， 其 中 两 批 奶 牛 
实验 ， 一 批 免疫 荧光 鉴别 胚胎 有 荣光， 被 判 作 雄性 的 占 52%， 无 荧光 被 判 作 上 肉 性 的 占 
48% (1984); 另 一 批 奶 牛 且 胎 的 鉴别 有 荧光 判 作 雄性 的 占 5S1%， 无 荧光 判 为 雌性 的 占 
49% {1987)。 在 羊 和 猪 且 胎 上 鉴别 性 别 相 对 应 的 结果 分 别 为 49% 和 51% (1985) 及 
46% Al 54% (1987)。 这 些 鉴 别 结果 ，White 等 用 胚胎 核 型 检查 法 验证 菊 光 鉴别 性 别 的 
准确 率 ， 对 有 荧光 的 雄性 胚胎 的 鉴别 准确 率 为 82% 一 97%。 我 们 实验 室 曾 对 100 HA 
光 鉴 别 性 别 的 小 鼠 有 是 胎 有 荧光 兰 为 雄性 的 54%， 无 荧光 判 为 肉 性 的 占 460%, FRR 
查 法 验证 荧光 鉴别 性 别 的 准确 率 ， 对 雄性 胚胎 的 鉴别 准确 率 为 76% ， 对 雌性 胚胎 的 鉴 
别 准确 率 为 83% ( 门 红 升 等 ，1992) 。 本 实验 用 牛 胚胎 数量 少 ， 没 有 能 进行 核 型 检查 法 
验证 荧光 鉴别 的 结果 ， 但 由 于 胚胎 有 荣光 和 无 荧光 的 百分率 与 上 上述 几 个 实验 结果 相 接 
近 ， 因 此 ， 本 实验 中 荧光 鉴别 性 别 是 基本 准确 的 。 

移植 经 性 别 鉴别 胚胎 的 5 头 受 体 奶 牛 ， 移 植 后 两 个 月 检查 ， 有 3 头 怀孕 ， 但 其 中 移 
植 荧 光 阳 性 胚胎 的 一 头 受 体 ， 后 来 可 能 流产 而 返 情 ， 而 移植 荧光 阴性 胚胎 的 2 头 受 体 则 
ERA, AP PRR (体重 均 为 41 kg) (图 2)， 与 预期 性 别 相符 合 。 这 两 头 
母 御 产 下 时 发 育 良 好 ， 因 而 证 明 有 凸 胎 在 体外 进行 荧光 染色 等 操作 ， 特 别 是 在 荧光 显微镜 
下 经 受 短 时 间 (5—10 min) 紫外 光照 射 ， 对 胚胎 正常 发 育 并 无 有 害 的 影响 。 
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STUDY ON SEX IDENTIFICATION OF 
BOVINE PREIMPLANTATION EMBRYOS 
BY INDIRECT IMMUNOFLUORESCENT ASSAY 


Chen Yunhe Men Hongsheng Zhou Xinhang Nai Wenhui 
He Xuecao Yang huailing Yang Jianzhen 


{Kunming Institute of Zovlogy, Academia Sinica, 650223) 


Totally 37 normal 6-7 days’ old bovine embryos collected from superovulated 
cows were used in this study. Embryos were first stained in ] : 5 diluted H—Y antisera 
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in M2 for 30 minutes and subsequently in 1: 10 diluted fluorescencein 
isothiocynate~conjugated goat anti-mouse IgG for another 30 minutes. Both stain pro- 
cedures were performed under 39 C, 5%CO,, 95% air in incubator. Of these embry- 
os, 57% (21/37) with fluorescence were classified as H-Y negative (male) and 
43% (16/37) without fluorescence as H-Y negative (female) under inverted fluo— - 
rescence microscope. There was no significant difference between our result and 
bovine natural sex ratio (P<0.05) . 

Five fluorescence positive embryos and three fluorescence negative embryos were 
transferred to 5 recipients (one or two embryos per recipient ), two healthy female 
calve were born by H-Y negative embryo bearing recipients after full term in vivo de- 
velopment. Out result indicated that this method in sex identification are reliable. 

Key words: H—-Y antibodies, FITC—immunofluorescence. Sex identification, 

: Bovine embryos, Embryo transfer 
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3. MRE RRR RM ARAN. BSE 10 HIER 4 4 月 中 名。 所 见 越 冬 地 最 大 的 到 集 群 为 
A, PROBA. Rk. WSR CRE, BR REMAP ZB. BRED 
©. PHB, 81.6% HGR TRAE ] km 以 上 的 地 方 ，] km LAZA. TEA, RABE 
SEM MRER. HER 20 m 左右 . ASMARECARR, CRN, FRAGA. HER 
行 或 排 成 不 同 层次 的 行 。 排 行 行 为 有 利于 群体 从 地 面 紧急 起 飞 . 
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